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法（Dispersive liquid liquid microextraction，DLLME）を利用する前処理法の開発を行った。先ず















1-1. DLLME を利用したヒト唾液中 Cortisol 及び Cortisone の濃縮と LC/UV 分析 
 生体内 Cortisol及び Cortisone濃度は、ストレス負荷状態の客観的指標として利用されている。
従来より血中濃度測定が行われているが、近年、非侵襲的に採取可能な唾液試料を用いた分析に








































1-2. DLLME を利用したヒト血清中 5-HIs の蛍光誘導体化と試料濃縮 











Fig. 3  Concerted derivatization and concentration 
method for 5-HIs with DLLME. 
Fig. 2  Chromatograms obtained with the standard solution (each 100 ng/mL) treated (a) with 
DLLME and (b) without DLLME. 











































Fig. 5  Multi-fluorous derivatization of 




溶媒としてイオン液体である 1-Hexyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate を、分散溶媒とし
てメタノールを用い、その混合溶液に BA 及び K3Fe(CN)6を溶解させて DLLME 用試薬とした
とき、5-HIs の蛍光誘導体化と濃縮を同時に行うことが可能であった。本法により、DLLME を
行わない場合と比較して、2.7-21 倍のピーク強度向上を達成することができた。また、本法に
おける 5-HIs の検出限界は 0.03-0.09 nM と高感度であり、検量線の直線性（r2≧0.9974）及び再
現性（≦9.1%）についても良好な結果が得られた。本法をヒト血清試料分析に適用したところ、
微量に存在する 5-HT 及び 5-HIAA を十分なピーク強度をもって検出・定量（それぞれ 12 
pmol/mL serum及び 5.5 pmol/mL serum）することができた（Fig. 4）。 
 
【第 2章】 









Fig. 4  Chromatograms obtained for (a) 10 pmol/mL serum spiked and (b) non-spiked serum 
samples treated with concerted derivatization and concentration, and (c) non-spiked serum 
sample treated with pre-derivatization with BA. 








































パーフルオロアルキル試薬として N-Succinimidyl 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluoro nonanoate
（SITF）を用いて多点誘導体化した（Fig. 5）。その結果、対象ポリアミン類のアミノ基の数に応
じてパーフルオロアルキル基が導入され、それらはフルオラス LC カラムに良好に保持された。
















Fig. 7  Fluorous derivatization of amino acids 
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Fig. 6  Typical chromatograms of polyamines obtained from human plasma sample. 





























































Put : 88.1 pmol/mL plasma Cad : 4.7 pmol/mL plasma




















Fig. 8  MRM profiles obtained from MSUD model and PKU model, and control mouse plasma 

















































































































































































































































第 1 章にて微量生体成分の効率的濃縮を可能とする分散液液マイクロ抽出法（Dispersive 
liquid liquid microextraction、DLLME）を利用する前処理法の開発を行った。先ずは、DLLME










フルオラス固相抽出法（Fluorous solid-phase extraction, F-SPE）を組合わせたタンデムマス法
の開発を行った（2-2）。 
 
【第 1 章】 
1-1. DLLME を利用したヒト唾液中 Cortisol 及び Cortisone の濃縮と LC/UV 分析 
 生体内 Cortisol 及び Cortisone 濃度は、ストレス負荷状態の客観的指標として利用されて
いる。従来より血中濃度測定が行われているが、近年、非侵襲的に採取可能な唾液試料を
用いた分析に注目が集められている。しかしながら、唾液中に Cortisol 及び Cortisone は極
微量しか存在していないことから、効果的な濃縮法が求められている。申請者は DLLME の
適用を着想し、抽出溶媒として 1,1,2,2-テトラクロロエタンを、分散溶媒としてアセトニト
リルを用いると、Cortisol 及び Cortisone をそれぞれ 18 倍及び 37 倍に濃縮することが可能で
あった。本法を唾液試料に適用したところ、微量の Cortisone が定量された。 
1-2. DLLME を利用したヒト血清中 5-HIs の蛍光誘導体化と試料濃縮 




抽出を協奏的に進行させる方法を試みた。5 種 5-HIs を用いて検討を行った結果、抽出溶
媒としてイオン液体である 1-Hexyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate を、分散溶媒と




【第 2 章】 
2-1. フルオラス誘導体化によるポリアミン類の選択的 LC-MS/MS 分析 
当研究室では、フルオラス誘導体化が特定官能基をもつ物質の選択的分離に有用である
ことを見いだしている。申請者は、更に選択性を高めて、ポリアミンをモノアミンから分
離分析できる方法を検討した。Putrescine、Cadaverine、Spermidine 及び Spermine を対象とし、











れ、LC 分離を介さずとも MS 分析が可能であった。本法は、健常人血漿試料、病態モデル
［メイプルシロップ尿症（MSUD）及びフェニルケトン尿症（PKU）］マウスの血漿試料に
適用できた。 
 
 以上、申請者の開発した前処理法は、独創的で画期的なものであり、かつ実用性が極め
て高く、学会発表や学術論文でも高い評価を得ている。更に、公聴会における発表及び質
疑応答も適切なものであり、申請者は、学位授与に値する能力･資質を有するものと評価で
きる。 
 
